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Dita Nur Aeni. Pengaruh Ekstrak Daun Teh (Camelia sinensis) terhadap Daya 
Hambat Bakteri Pseudomonas fluorescens Secara In Vitro. Dibawah bimbingan 
Prof. Dr. Ir. Sri Andayani, M.S dan Ir. Ellana Sanoesi, M. P 
  
 Budidaya air tawar di Indonesia merupakan salah satu solusi pendukung 
dalam rangka meningkatkan produksi di bidang. Produksi budidaya ikan air tawar 
seiring berjalannya waktu mengalami permasalahan utamanya dikarenakan 
munculnya penyakit pada organisme budidaya, salah satunya bakteri 
Pseudomonas fluorescens. Solusi untuk menanggulangi penyakit bakterial dapat 
dengan menggunakan antibiotik. Namun, penggunaan antibiotik terus menerus 
dapat mengakibatkan resistensi serta dampak buruk bagi lingkungan. 
Penggunaan antibiotik dapat digantikan dengan antibakteri yang berasal dari 
bahan alam salah satunya daun teh (Camelia sinensis). Daun teh mengandung 
senyawa tannin, flavonoid, saponin dan lain-lain yang diduga dapat menghambat 
pertumbuhan bakteri. 
 Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui dosis maksimum ekstrak daun 
teh (Camelia sinensis) yang digunakan untuk menghambat pertumbuhan bakteri 
Pseudomonas fluorescens dan untuk mennetukan dosis MIC (Minimum Inhibition 
Concentration) yang digunakan untuk uji cakram bakteri. Penelitian dilakukan di 
CV. Sumber Rejeki Bandaran, Pasuruan pada bulan April 2021. Pada penelitian 
ini menggunakan metode RAL (Rangkaian Acak Lengkap) dengan pemberian 
ekstrak daun teh (Camelia sinensis) dengan dosis yang berbeda yaitu A (100 
ppm), B (105 ppm), C (110 ppm), D (115 ppm), dan E (120 ppm) dengan kontrol 
positif menggunakan antibiotik tetracycline 30 ppm dan kontrol negatif tanpa 
pemberian ekstrak. Penelitian ini menggunakan parameter uji yaitu hasil 
pengamatan zona bening yang terbentuk sekitar kertas cakram yang telah 
ditumbuhi oleh bakteri Pseudomonas fluorescens dengan dosis ekstrak yang 
berbeda. 
 Penelitian ini didapatkan data hasil yaitu ekstrak daun teh (Camelia 
sinensis) dapat menghambat pertumbuhan bakteri Pseudomonas fluorescens 
dengan dosis minimum 100 ppm yang didapatkan dari uji MIC (Minimum Inhibition 
Concentration). Hasil rata-rata zona bening yang didapatkan dari uji cakram pada 
penelitian adalah 100 ppm (8.15cm), 105 ppm (8.87cm), 110 ppm (9.48cm), 115 
ppm (9.39cm), dan 120 ppm (10.74cm). Hasil penelitian menunjukkan hubungan 
antara penambahan dosis perlakuan ekstrak daun teh terhadap diameter zona 
hambat berupa pola linier dengan persamaan y = -3.22 + 0,11x dan koefisien R2 = 
0.83. Data diatas menunjukkan bahwa hubungan antara pemberian dosis ekstrak 
daun teh dalam menghambat bakteri Pseudomonas fluorescens memiliki respon 
semakin tinggi dosis semakin besar zona bening yang terbentuk. Hasil tertinggi 
pada penelitian yaitu pada dosis 120 ppm sebesar 10.74 mm dan hasil terendah 







Dita Nur Aeni. Effect of Tea Leaf Extract (Camelia sinensis) on Inhibition of 
Pseudomonas fluorescens Bacteria In Vitro. Under the guidance of Prof. Dr. Ir. Sri 
Andayani, M.S and Ir. Ellana Sanoesi, M. P  
 
Fresh water cultivation in Indonesia is one of the supporting solutions in 
order to increase production in the field. The production of freshwater fish culture 
over time has experienced major problems due to the emergence of diseases in 
cultured organisms, one of which is the bacterium Pseudomonas fluorescens. The 
solution to tackling bacterial diseases can be by using antibiotics. However, 
continuous use of antibiotics can lead to resistance and adverse effects on the 
environment. The use of antibiotics can be replaced with antibacterials derived 
from natural ingredients, one of which is tea leaves (Camelia sinensis). Tea leaves 
contain tannins, flavonoids, saponins and others which are thought to inhibit 
bacterial growth. This study aims to determine the maximum dose of tea leaf 
extract (Camelia sinensis) used to inhibit the growth of Pseudomonas fluorescens 
bacteria and to determine the dose of MIC (Minimum Inhibition Concentration) 
used for the bacterial disc test.  
The research was conducted at CV. Sumber Rejeki Bandaran, Pasuruan 
in April 2021. In this study using the RAL (Completely Randomized Series) method 
by giving tea leaf extract (Camelia sinensis) with different doses, namely A (100 
ppm), B (105 ppm), C (110 ppm). ppm), D (115 ppm), and E (120 ppm) with positive 
control using 30 ppm tetracycline antibiotic and negative control without extract. 
This study used test parameters, namely the observation of the clear zone formed 
around the paper disc that had been overgrown with Pseudomonas fluorescens 
bacteria with different extract doses.  
The results of this study obtained data that tea leaf extract (Camelia 
sinensis) can inhibit the growth of Pseudomonas fluorescens bacteria with a 
minimum dose of 100 ppm obtained from the MIC (Minimum Inhibition 
Concentration) test. The average clear zone results obtained from the disc test in 
this study were 100 ppm (8.15cm), 105 ppm (8.87cm), 110 ppm (9.48cm), 115 ppm 
(9.39cm), and 120 ppm (10.74cm). The results showed the relationship between 
the addition of tea leaf extract treatment dose to the diameter of the inhibition zone 
in the form of a linear pattern with the equation y = -3.22 + 0.11x and the coefficient 
R2 = 0.83. The data above shows that the relationship between the dose of tea 
leaf extract in inhibiting Pseudomonas fluorescens bacteria has a response, the 
higher the dose, the greater the clear zone formed. The highest results in the study 
were at a dose of 120 ppm of 10.74 mm and the lowest result at a dose of 100 ppm 
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1.1 Latar Belakang 
Negara Indonesia merupakan negara yang hampir satu pertiga luas 
negaranya merupakan perairan. Mayoritas penduduk Indonesia bekerja sebagai 
nelayan sehingga produksi perikanan Indonesia cukup tinggi. Budidaya di 
Indonesia merupakan salah satu solusi pendukung dalam rangka meningkatkan 
produksi di bidang perikanan. Budidaya ikan yang sering dilakukan oleh penduduk 
Indonesia adalah budidaya pada air tawar. Produksi budidaya ikan air tawar seiring 
berjalannya waktu mengalami permasalahan utamanya dikarenakan munculnya 
penyakit pada organisme budidaya. Penyakit tersebut akan mengganggu 
produktivitas budidaya (Sianturi et al., 2019). 
Penyakit infeksi merupakan jenis penyakit merugikan. Penyebab penyakit 
infeksi dapat berasal dari berbagai sumber diantarnya bakteri. Salah satu bakteri 
yang dapat menyebabkan infeksi adalah Pseudomonas fluorescens.  
Pseudomonas fluorescens menyebabkan warna tubuh pucat, sirip gripis, terdapat 
luka dibagian permukaan tubuh dan organ hati serta ginjal mengalami perubahan 
warna menjadi lebih gelap. Penggunaan antibiotik dalam mengatasi penyakit 
bakterial akan menyebabkan organisme menjadi resistensi obat  (Zen et al., 
2015). 
  Penggunaan antibiotik dapat diganti dengan menggunakan bahan alami. 
Daun teh merupakan bahan alami yang dapat digunakan sebagai antikanker, 
antioksidan, antibakteria dan menstimulasi sistem imun. Tanaman teh khusunya 
daun teh berpotensi sebagai antibakteria karena mengandung bioaktif di 
antaranya adalah tanin. Tanaman teh juga menghasilkan metabolit sekunder 






Berdasarkan hal tersebut perlu dilakukan penelitian mengenai pengaruh 
ekstrak daun teh (Camellia sinensis) terhadap daya hambat bakteri Pseudomonas 
fluorescens. 
1.2 Perumusan Masalah 
Bakteri Pseudomonas fluorescens merupakan salah satu bakteri yang 
sering menginfeksi ikan air tawar hingga mengalami kematian melebihi 80%, 
adapun gejala yang terlihat pada ikan yang terinfeksi seperti, warna tubuh pucat, 
sirip gripis dan ditemukan adanya luka pada beberapa bagian tubuh ikan. 
Penggunaan bahan kimia antibakteri dalam jangka waktu yang panjang dan 
berkelanjutan akan menimbulkan efek resisten bagi organisme maupun efek 
lingkungan, sehingga perlu dilakukan alternatif untuk pengobatan menggunakan 
bahan alami yang mengandung antibakteri, diantaranya adalah daun teh.  Didalam 
daun teh mengandung beberapa zat aktif diantaranya tanin, alkaloid, flavonoid, 
dan saponin yang dapat berperan sebagai zat antibakteri.  
Berdasarkan uraian diatas, dapat dirumuskan masalah dalam penelitian ini 
yaitu, sebagai berikut:  
• Apakah Penggunaan ekstrak daun teh (Camellia sinensis) dapat berpengaruh 
terhadap daya hambat dari bakteri Pseudomonas fluorescens?  
1.3 Tujuan 
 Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh ekstrak daun 
teh (Camellia sinensis) terhadap daya hambat bakteri P. fluorescens. 
1. Untuk mengetahui pengaruh ekstrak daun teh hijau (Camellia sinensis) 







H0 : Diduga pemberian ekstrak daun teh (Camellia sinensis) tidak mempengaruhi 
daya hambat bakteri P. fluorescens.  
H1 : Diduga pemberian ekstrak daun teh (Camellia sinensis) mempengaruhi 
daya hambat bakteri P. fluorescens. 
1.5 Tempat dan Waktu Penelitian  
 Penelitian dilakukan di Laboratorium CV. Sumber Rejeki Bandaran, 







2. TINJAUAN PUSTAKA 
2.1 Bakteri Pseudomonas fluorescens 
2.1.1 Klasifikasi dan Morfologi Bakteri Pseudomonas fluorescens 
 Klasifikasi Bakteri Pseudomonas fluorescens menurut Bossis et al., (2000) 
sebagai berikut: 
Kingdom  : Prokariot  
Filum   : Gracilicutes  
Kelas   : Proteobacteria  
Famili   : Pseudomonadaceae 
Genus  : Pseudomonas  
Spesies  : Pseudomonas flourescens 
Bakteri P. fluorescens berbentuk batang dengan ukuran 0,5-1,0 – 1,5-4,0 
µm seperti pada Gambar 1. Spesies Pseudomonas meliputi sekelompok bentuk 
batang yang sama, gram negatif, satu atau lebih flagela kutub yang menyebabkan 
kematian, bersifat aerobik, uji katalase positif, uji oksidase positif, saprofit 
nonpatogenik pada tanah, air dan lingkungan permukaan tanaman. Pseudomonas 
mengeluarkan pyoverdine hijau kuning fluorescent siderophore dalam kondisi 
membatasi zat besi. P. fluorescens juga menghasilkan tambahan jenis siderofor 
seperti thioquindobactin (Scales et al., 2014).  
 






2.1.3 Infeksi dan Tanda Penyerangan 
Gejala morfologi klinis ikan yang terserang bakteri P. fluorescens memiliki 
ciri-ciri warna tubuh pucat, sirip gripis, terdapat luka dibagian permukaan tubuh, 
sedangkan gejala anatomi pada tubuh ikan yang terserang antara lain organ dalam 
berwarna pucat, berair, dan organ hati serta ginjal mengalami perubahan warna 
menjadi lebih gelap.  
Hardi (2012) menyatakan bahwa gejala yang muncul pada mata ikan yang 
terinfeksi bakteri P. fluorescens adalah eksoptalmia dan opacity. Eksotoksin dan 
endotoksin bakteri P. fluorescens diduga menyebar pada mata yang 
menyebabkan adanya hipertropi, inilah yang menyebabkan ikan mengalami 
eksotalmia dan perubahan lainnya. Hal ini menandakan bahwa bakteri 
P.fluorescens sebagai penyebab timbulnya perubahan pada mata. Perubahan 
pada organ dalam juga terjadi pada ikan nila yang terinfeksi bakteri. 
2.2 Teh Hijau  
2.2.1 Klasifikasi dan Morfologi 
Tanaman daun teh hijau (Camellia sinensis) merupakan spesies tanaman 
yang pucuk daunnya dapat digunakan untuk membuat teh. Teh merupakan 
minuman yang secara universal dikonsumsi di banyak negara serta berbagai 
lapisan masyarakat (Tuminah, 2004). Kandungan dari daun teh dianggap memiliki 
anti-kanker, anti-obesitas, anti-aterosklerosis, antidiabetes dan efek antimikroba 
(Ahmad et al., 2014).  
Klasifikasi daun teh hijau menurut Sharma et al., (2018), sebagai berikut: 
Kingdom : Plantae 
Order  : Ericales 
Family : Theaceae 
Genus    : Camellia 






 Daun teh hijau C.sinensis, suatu tanaman yang berasal dari famili 
theaceae, merupakan pohon berdaun hijau yang memiliki tinggi 10 - 15 meter di 
alam bebas dan tinggi 0,6 - 1,5 meter jika dibudayakan sendiri. Daun dari tanaman 
ini berwarna hijau muda dengan panjang 5 - 30 cm dan lebar sekitar 4 cm (Gambar 
2). Tanaman ini memiliki bunga yang berwarna putih dengan diameter 2,5 - 4 cm 
dan biasanya berdiri sendiri atau saling berpasangan dua-dua (Mahmood et al., 
2010). Buahnya berbentuk pipih, bulat, dan terdapat satu biji dalam masing-
masing buah dengan ukuran sebesar kacang (Mahmood et al., 2010). 
 
Gambar 2. Daun Teh Hijau (Zeniusa et al., 2017) 
2.2.2 Bahan Aktif  
 Umumnya daun teh hijau memiliki 16-30% senyawa catechin, hasill 
tersebut menyebabkan teh hijau dinilai memiliki khasiat yang lebih daripada jenis 
teh lain seperti, teh hitam dan teh oolong. Daun teh hijau mengandung polifenol, 
polifenol yang terkandung didalam teh sering disebut catechin, senyawa dominan 
yang terkandung didalam polifenol antara lain Epigallocatchin gallate (EGGG), 
Epigallocatechin (EGC), Epicatechin gallate (ECG), Epicatechin (EC), Catechin 
dan Gallocatechin (GC), (Paramita dan Teguh, 2011).   
Daun teh sepertiganya berupa polifenol. Katekin dari kelompok flavonoid 
merupakan kelompok terbesar. Katekin utamanya yaitu epikatekin galat, 






alkaloid, asam amino, karbohidrat, protein, klorofil, senyawa organik mudah 
menguap (menciptakan bau teh), fluor, alumunium, mineral dan trace element 
(Namita et al., 2012).  
Kadar pektin bervariasi yaitu 4,9-7,6% dari berat kering daun (Andi, 2006). 
Senyawa alkaloid yang dikandungnya berkisar antara 3-4 % dari berat kering daun 
teh yang memberi sifat menyegarkan. Alkaloid utama dalam daun teh adalah 
senyawa kafein, theobromin dan theofolin (Towaha, 2013). Kandungan mineral 
dalam daun teh sekitar 4 – 5% dari berat kering daun (Towaha, 2013). Mineral 
tersebut yaitu magnesium, kalium, flour, natrium, kalsium, seng, mangan dan 
cuprum (Andi, 2006).  
Katekin merupakan kelompok besar senyawa kimia yang bermanfaat untuk 
kesehatan karena sebagai sumber antioksidan. Katekin cepat diserap ke dalam 
tubuh dan berhubungan dengan beberapa potensi manfaat kesehatan teh. 
Mekanisme polifenol teh sebagai antioksidan yaitu dengan menangkap oksigen, 
nitrogen reaktif dan senyawa khelat sehingga dapat mengurangi risiko berbagai 
penyakit, termasuk kanker dan penyakit jantung koroner (Gupta et al., 2009). Daun 
teh juga bermanfaat untuk kesehatan mulut dan fungsi fisiologis lainnya seperti 
efek antihipertensi, mengontrol berat badan, dan aktivitas antivirasik, 
meningkatkan kepadatan mineral tulang, sifat antifibrotik dan kekuatan saraf. 
Sebagai obat herbal, teh hijau ini sering digunakan untuk mengurangi 
ketidaknyamanan perut, muntah dan untuk menghentikan diare (Namita, 2012).   
2.2.3 Aktivitas Antimikroba 
Senyawa polifenol di dalam the sebagian besar merupakan senyawa 
golongan flavonoid subgolongan flavan-3-ol dan flavonol. Banyaknya gugus 
hidroksi pada senyawa polifenol mengakibatkan senyawa polifenol ini cenderung 






inilah yang menjadi dasar pembuatan ekstrak etanol teh hijau dan diharapkan 
senyawa polifenol yang terdapat di dalam teh hijau dapat tersaring secara optimal.  
Aktivitas antimikroba quercetin terhubungkan dengan hambatan pada DNA 
gyrase, sedangkan aktivitas antimikroba epigallocatechin gallate menghambat 
fungsi selaput sitoplasma (Cushnie dan Lambandrew, 2007). Poliphenol 
mempunyai daya antibakteri dengan cara menghambat aktivitas 
glucosyltransferase (Miller Hamilton, 1995). Selain itu teh hijau juga mengandung 
tanin yang mempunyai aktivitas antimikroba (Ariningsih, 2005). Tanin merupakan 
asam hidroksi benzoat yang mempunyai gugus hidroksi fenolik yang mengambat 
enzim yang kuat bila terikat pada protein sel bakteri, sehingga tanin bersifat 
bakterisid (Suryani, 2002).  
Mekanisme kerja ekstrak daun teh hijau dalam menghambat pertumbuhan 
bakteri P.fluorescens, membran sel merupakan membran terluar dari sitoplasma 
yang letaknya terdapat dibawah dinding sel, tersusun oleh protein, lipid, serta 
asam nukleat. Membran sel berfungsi untuk mengatur keluar masuknya zat yang 
dibutuhkan oleh oleh sel. Zat yang mengandung antibakteri dapat menghambat 
pertumbuhan bakteri, dengan merusak susunan dan menyebabkan perubahan 
struktur dan kerja bakteri (Annita dan Panus, 2018).  
2.3 Uji Efektivitas Antimikroba secara In Vitro 
Minimum inhibitory concentration (MIC) adalah konsentrasi minimum 
sebagai antimikroba yang dapat menghambat mikroorganisme sesudah 18 sampai 
dengan 24 jam setelah masa inkubasi. Uji MIC dilakukan dengan metode serial 
dilusi, turbidimetri dan spektrofotometri, serta uji kalibrasi untuk uji sifat 
bakteriosidal (Heryudi et al., 2015). 
Penentuan kepekaan bakteri patogen terhadap antimikroba dapat 






Penting sekali untuk menggunakan metode standar untuk mengendalikan semua 
faktor yang mempengaruhi aktivitas antimikroba (Jawetz et al., 2005). 
Pemeriksaan uji aktivitas antibakteri dikerjakan dengan metode dilusi cair dan 
dilusi padat. Pada metode dilusi cair digunakan medium cair untuk mengukur  
MIC (Minimum Inhibitory Concentration) atau KHM (Kadar Hambat 
Minimum) dan MBC (Minimum Bactericidal Concentration) atau KBM (Kadar 
Bunuh Minimum). Cara yang dilakukan adalah dengan membuat seri pengenceran 
agen antimikroba pada medium cair yang ditambahkan dengan mikroba uji. 
Sedangkan pada metode dilusi padat menggunakan media padat (solid) yang 
mempunyai keuntungan yaitu satu konsentrasi agen antimikroba yang diuji dapat 
digunakan untuk menguji beberapa mikroba uji (Pratiwi, 2008). 
2.4 Ekstraksi dengan Metode Maserasi 
 Maserasi merupakan proses perendaman sampel menggunakan pelarut 
organik pada suhu ruangan. Proses ini sangat menguntungkan dalam isolasi 
senyawa bahan alam karena melalui perendaman sampel tumbuhan akan terjadi 
pemecahan dinding dan membran sel akibat perbedaan tekanan antara di dalam 
dan di luar sel sehingga metabolit sekunder yang ada dalam sitoplasma akan 
terlarut dalam pelarut organik dan ekstraksi senyawa akan sempurna karena dapat 
diatur lama perendaman yang dilakukan. Pemilihan pengekstrak untuk proses 
maserasi akan memberikan efektifitas yang tinggi melalui cara memerhatikan 
kelarutan senyawa bahan alam pelarut tersebut. 
Maserasi merupakan metode ekstraksi dengan proses perendaman bahan 
dengan pelarut yang sesuai dengan senyawa aktif yang akan diambil dengan 
pemanasan rendah atau tanpa adanya proses pemanasan. Faktor-faktor yang 
mempengaruhi ekstraksi antara lain waktu, suhu, jenis pelarut, perbandingan 






pada daun bidara akan lebih banyak dihasilkan jika diekstraksi menggunakan 
pelarut metanol, karena metanol bersifat polar sehingga akan lebih mudah larut 
dibandingkan pelarut lain (Suharto et al., 2016). Ekstraksi dengan metode 
maserasi memiliki kelebihan yaitu terjaminnya zat aktif yang diekstrak tidak akan 
rusak (Pratiwi, 2010). Proses perendaman bahan akan terjadi pemecahan dinding 
sel dan membran sel yang diakibatkan oleh perbedaan tekanan antara luar sel 
dengan bagian dalam sel sehingga metabolit sekunder yang ada dalam sitoplasma 
akan pecah dan terlarut pada pelarut organik yang digunakan (Novitasari dan 
Putri, 2016). 
Umumnya ekstraksi metode maserasi menggunakan suhu ruang pada 
prosesnya, namun dengan menggunakan suhu ruang memiliki kelemahan yaitu 
proses ekstraksi kurang sempurna yang menyebabkan senyawa menjadi kurang 
terlarut dengan sempurna. Dengan demikian perlu dilakukan modifikasi suhu untuk 
mengetahui perlakuan suhu agar mengoptimalkan proses ekstraksi (Ningrum, 
2017). Kelarutan zat aktif yang diekstrak akan bertambah besar dengan 
bertambah tingginya suhu. Akan tetapi, peningkatan suhu ekstraksi juga perlu 
diperhatikan, karena suhu yang terlalu tinggi dapat menyebabkan kerusakan pada 







3. MATERI DAN METODE PENELITIAN 
3.1 Materi Penelitian  
3.1.1 Alat dan Bahan 
3.1.2 Alat – Alat Penelitian 
 Alat-alat yang digunakan di dalam penelitian pengaruh ekstrak daun teh 
(C.   sinensis) terhadap bakteri P. fluorescens disajikan pada Tabel 1 dan Lampiran 
1.  
Tabel 1. Alat - Alat Penelitian 
No Nama Alat Kegunaan 
1 Autoklaf Sebagai sterilisasi alat dan bahan 
2 Tabung Reaksi Sebagai wadah peremajaan bakteri 
3 Rak Tabung 
Reaksi 
Sebagai wadah untuk tabung reaksi 
4 Gelas Ukur Sebagai wadah untuk mengukur cairan 
5 Jarum Ose Sebagai alat untuk mengambil bakteri 
6 Inkubator Sebagai wadah untuk menginkubasi bakteri 
7 Beaker Glass Sebagai wadah untuk tabung reaksi saat sterilisasi 
8 Mikropipet Sebagai alat untuk mengambil cairan dalam ukuran 
mikronliter 
9 Bluetip Sebagai alat untuk menuangkan bakteri atau cairan 
10 Lemari 
Pendingin 
Sebagai wadah untuk penyimpanan bahan dan bakteri 
11 Timbangan 
Digital 
Sebagai alat untuk menimbang bahan yang akan 
digunakan dengan ketelitian 10-3 
12 Hot plate Sebagai alat pemanas 
13 Laminary Air 
Flow (LAF) 
Sebagai tempat penanaman bakteri dalam kondisi steril 
terbebas dari mikroba 
14 Corong Sebagai alat bantu saat menuangkan bahan untuk 
melakukan maserasi 
15 Rotary vacuum 
evaporator 
Sebagai alat pemisah antara cairan dengan padatan 
untuk menjadi ekstrak 
16 Spatula Sebagai penghomegen larutan, dan mengambil bahan 
untuk ditimbang 
17 Jangka sorong Sebagai alat untuk mengukur zona hambat 
18 Vortex mixer Sebagai alat penghomogen larutan 
19 Toples plastik Sebagai wadah saat proses maserasi 
20 Test tube 15ml Sebagai wadah untuk pengenceran ekstrak 
21 Cawan Petri Sebagai tempat untuk menanam bakteri bakteri dan 
meletakkan kertas cakram 
22 Pinset Sebagai alat untuk mengambil kertas cakram 
23 Bunsen Sebagai alat untuk pembakaran dan pengkondisian 
sterilisasi 
24 Sprayer Sebagai wadah alkohol 






3.2.2 Bahan – Bahan Penelitian 
Bahan yang digunakan didalam penelitian pengaruh ekstrak daun teh 
(C.sinensis) terhadap bakteri P. fluorescens disajikan pada Tabel 2 dan Lampiran 
2.  
Tabel 2. Bahan - Bahan Penelitan 
No. Nama Bahan Kegunaan 
1 Daun Teh (Camellia sinensis)  Sebagai bahan daya hambat yang akan 
diujikan 
2 Bakteri P. fluorescens Sebagai bahan penelitian  
3 MHA (Media Mueller Hinton 
Agar)  
Sebagai media hidup bakteri P. 
fluorescens 
4 PSA (Pseudomonas 
Selective Agar)  
Sebagai media peremajaan bakteri 
5 TSB (Tryptitone Soy Broth) Sebagai media pengenceran bakteri  
6 Alkohol 70% Sebagai bahan antiseptis 
7 DMSO 10%  Sebagai pelarut ekstrak  
8 Etanol 70%  Sebagai bahan pelarut ekstrak saat 
proses maserasi  
9 Akuades  Sebagai pelarut media  
10 Spirtus Sebagai bahan bakar Bunsen  
11 Kertas Saring  Sebagai bahan untuk menyaring saat 
maserasi 
12 Benang Kasur  Sebagai bahan untuk mengikat alat saat 
proses sterilisasi  
13 Almunium foil  Sebagai bahan untuk menutupi alat pada 
proses sterilisasi 
14 Kertas Bekas  Sebagai bahan pembungkus alat saat 
proses sterilisasi  
15 Kertas cakram ukuran 6mm  Sebagai bahan untuk mengetahui besar 
zona bening setelah pemberian ekstrak 
daun the 
16 Kertas label  Sebagai pemberi tanda pada sampel 
yang digunakan 
17 Kapas  Sebagai bahan untuk menutupi alat agar 
tidak terkontaminasi  
18 Tisu  Sebagai pembersih alat dan bahan  
 
3.3 Metode Penelitian 
 Metode yang digunakan pada penelitian yaitu metode eksperimen. Metode 
penelitian yang digunakan yaitu metode eksperimen. Metode 






digunakan utamanya dalam bidang eksakta. Metode eksperimen, peneliti 
secara sengaja memanipulasi suatu variable (memunculkan atau tidak 
memunculkan suatu variable) dan memeriksa efek atau akibat yang 
ditimbulkan. Peneliti melalui metode ini eksperimen ingin diketahui apakah yang 
akan terjadi jika suatu variable dikontrol atau dimanipulasi secara terkendali (Kadji, 
2016). 
3.4 Rancangan Penelitian 
Rancangan yang digunakanan pada penelitian pengaruh pemberian 
ekstrak kasar daun teh hijau (C. sinesis) terhadap bakteri P. fluorescens secara In 
Vitro menggunakan rancangan acak lengkap (RAL). RAL adalah jenis rancangan 
percobaan yang paling sederhana dan paling mudah jika dibandingkan dengan 
jenis rancangan percobaan yang lain. RAL hanya bisa digunakan pada percobaan 
dengan jumlah perlakuan yang terbatas dan satuan percobaan harus homogen 
atau faktor luar yang dapat mempengaruhi percobaan harus dapat di kontrol. RAL 
merupakan salah satu model rancangan dalam rancangan percobaan. RAL 
digunakan bila unit percobaan homogen. Rancangan ini disebut rancangan acak 
lengkap, karena pengacakan perlakuan dilakukan pada seluruh unit percobaan. 
RAL digunakan bila faktor yang akan diteliti satu faktor atau lebih dari satu faktor. 
Aplikasi RAL terdiri dari pengacakan dan perhitungan untuk membuat tabel 
anova. Pengacakan dalam penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan hasil 
analisis yang tepat dari setiap perlakuan yang diuji cobakan. Hasil pengacakan 
perlakuan yang dilakukan pada tahap sebelumnya akan di hitung untuk membuat 
tabel anova. Nilai-nilai dari hasil perhitungan akan di lihat apakah gagal tolak atau 
tolak 𝐻0. Jika hasil analisis yang didapat adalah tolak 𝐻0 maka analisis akan 
dilanjutkan dengan pengujian beda nilai rata-rata (pengujian lanjut). Adapun rumus 








Yij : Nilai pengamatan pada perlakuan ke-i dan ulangan ke-j  
µi : Nilai tengah umum 
τi : Pengaruh perlakuan ke-i 
Ԑij   : Pengaruh galat percobaan dari  perlakuan ke-i dan ulangan ke-j 
Rancangan percobaan yang digunakan dalam penelitian ini terdiri dari lima 
perlakuan dan dua kontrol yaitu kontrol positif dan negatif serta dengan empat kali 
ulangan. Dasar dari pengambilan dosis perlakuan didapatkan dari hasil uji MIC 
dengan hasil 100ppm yang mendekati nilai absoransi serta warna yang cocok 
dengan kontrol positif. Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui daya hambat 
ekstrak kasar daun teh (C.sinensis) terhadap bakteri Pseudomonas fluerescens 
dan dosis maksimal ekstrak untuk menghambat pertumbuhan bakteri. Perlakuan 
yang digunakan adalah pemberian ekstrak daun teh (C.sinensis) dengan dosis 
yang berbeda sebagai daya hambat terhadap bakteri P. fluorescens. Adapun 
perlakuan yang digunakan adalah sebagai berikut: 
Perlakuan A : Perlakuan ekstrak kasar daun teh sebesar 100 ppm 
Perlakuan B  : Perlakuan ekstrak kasar daun teh sebesar 105 ppm 
Perlakuan C  : Perlakuan ekstrak kasar daun teh sebesar 110 ppm 
Perlakuan D  : Perlakuan ekstrak kasar daun teh sebesar 115 ppm 
Perlakuan E  : Perlakuan ekstrak kasar daun teh sebesar 120 ppm 
Kontrol (+) : Perlakuan menggunakan antibiotik tetracycline 30 ppm 
Kontrol (–) : Perlakuan tanpa pemberian ekstrak kasar daun teh 
Denah pengujian yang akan dilakukan selama penelitian disajikan pada 
Gambar 3.  
  




















A, B, C, D, E : Perlakuan  
K+  : Kontrol positif 
K-  : Kontrol negatif 
1,2,3,4  : Ulangan 
3.5 Prosedur Penelitian 
3.5.1  Persiapan Penelitian 
a. Sterilisasi Alat dan Bahan  
Sterilisasi alat dan bahan menggunakan autoklaf, adapun prosedur 
penggunaan autoklaf adalah sebagai berikut:  
1) Alat-alat yang akan digunakan dicuci terlebih dahulu menggunakan sabun 
cuci, kemudian dikeringkan dan dibungkus menggunakan kertas bekas 
atau koran dan diikat dengan menggunakan benang kasur, sedangkan 
untuk tabung reaksi terlebih dahulu ditutup menggunakan kapas sebelum 
dibungkus.  
2) Akuades secukupnya dituangkan ke dalam autoklaf, kemudian alat yang 






































dan ditutup rapat dengan mengencangkan baut secara simetris. Kelp uap 
dipastikan pada posisi tegak.  
3) Tekan tombol ON, kemudian suhu diputar maksimal lalu klep uap pada 
autoklaf ditutup.  
4) Setelah mencapai suhu 121°C dan tekanan menunjukkan 1 atm, keadaan 
ini dipertahankan selama 15 menit dengan cara membuka dan atau 
menutup kran uap yang berada dibagian atas tutup autoklaf.  
5) Tekan tombol OFF, tunggu hingga beberapa saat sampai suhu 
menunjukkan angka 0 (nol), kemudian dibuka kran uap, lalu dibuka 
penutup autoclave dengan simetris.  
6) Alat dan bahan yang sudah disterilkan dapat diambil  
7) Alat yang telah disterilkan disimpan di dalam kotak penyimpanan, 
sedangkan bahan yang telah disterilkan disimpan di dalam lemari 
pendingin.  
Sterilisasi alat dan bahan menurut Tridianti, et al. (2013), merupakan proses 
pemusnahan segala mikroorganisme yang akan menyebabkan kontaminasi. Efek 
sterilisasi menjadikan peralatan bebas dari agen patogen. Metode untuk sterilisasi 
biasanya menggunakan suhu panas, bahan kimia, atau radiasi untuk 
menghancurkan patogen. Alat sterilisasi yang sering digunakan salah satunya 
adalah autoklaf. Penggunaan autoklaf untuk sterilisasi pada suhu 121°C selama 
beberapa menit. Umumnya autoklaf beroperasi pada suhu 121oC selama 15 menit 
sampai sterilisasi selesai. Waktu sterilisasi menurut Dion dan Wayne (2013), 
merupakan faktor kritis untuk mikroorganisme karena semua organisme tidak mati 
pada saat bersamaan. Organisme akan mati pada suhu-suhu tertentu, karena 








b.  Sterilisasi Tempat Perlakuan  
Sterilisasi tempat perlakuan perlu dilakukan untuk menghindari terjadinya 
kontaminasi terhadap bakteri yang terdapat di sekitar tempat perlakuan. Sterilisasi 
dapat dilakukan secara kimia yaitu dengan menggunakan alkohol 70% yang 
dilakukan dengan menyemprotkannya di sekitar tempat perlakuan. Selain itu, 
sterilisasi dapat juga dilakukan secara fisika yaitu dengan melakukan pembakaran 
menggunakan bunsen dan penyinaran menggunakan sinar ultraviolet. Sinar UV 
yang digunakan terdapat pada Laminary Air Flow (LAF). 
c.  Persiapan Bakteri Pseudomonas fluorescens  
Bakteri P. fluorescens diperoleh dari Laboratorium Mikrobiologi BPPAP 
Jepara yang sudah melalui tahap uji biokimia (Lampiran 3). Bakteri diperoleh 
dengan kepadatan 3 x 108 CFU/ml hasil pengukuran pada media TSB (Tryptic Soy 
Broth) yang sudah dicocokkan dengan metode Mc Farland.  
Perhitungan jumlah bakteri yang ada pada media TSB dapat dilakukan 
menggunakan metode Mc Farland dengan cara:  
1) 11 tabung reaksi yang bersih disediakan  
2) Dibuat larutan H2SO4 murni dalam 1% dan larutan BaCl2 dalam 1%  
3) Kedua jenis larutan tersebut dicampurkan ke dalam tabung berdasarkan 
perbandingan pada ketentuan metode Mc Farland. Sehingga isi dari satu 
tabung tersebut menjadi 10 ml larutan. Kemudian tabung-tabung tersebut 
ditutup.  
4) Cocokkan warna suspense bakteri pada media cair dengan tabung 








Tabel 3. Larutan Standar Mc. Farland 
Nomor Larutan 
Mc. Farland 
CFU (x108/ml) 1% BaCl (ml) 1% H2SO4 (ml) 
0,5 <3 0,05 9,95 
1 3 0,1 9,9 
2 6 0,2 9,8 
3 9 0,3 9,7 
4 12 0,4 9,6 
5 15 0,5 9,5 
6 18 0,6 9,4 
7 21 0,7 9,3 
8 24 0,8 9,2 
9 27 0,9 9,1 
10 30 1,0 9,0 
 
d.  Pembuatan Ekstrak Kasar Daun Teh (Camellia sinensis)  
Proses pembuatan ekstrak dimulai dengan menyiapkan daun teh hijau 
(C.sinensis) basah dengan umur daun yang tidak muda (tua) dari daerah Batu 
Jawa Timur sebanyak 5 kg. Daun teh hijau kemudian dikeringkan di bawah sinar 
matahari hingga kering selama 2 hari dan didapatkan berat kering daun teh hijau 
sebesar 2,5 kg sehingga menghasilkan presentase berat kering yaitu 50%. 
Selanjutnya daun teh hijau dihaluskan dengan menggunakan blender sampai 
halus dan didapatkan hasil berupa serbuk. Daun teh hijau yang telah dihaluskan, 
selanjutnya dilakukan proses maserasi. Maserasi dilakukan dengan perbandingan 
1:7, dimana serbuk atau bubuk daun teh sebanyak 500 g direndam menggunakan 
etanol 70% sebanyak 3500 ml selama 24 jam dengan suhu ruang. Larutan yang 
didapatkan kemudian disaring dengan menggunakan kertas saring lalu diuapkan 
menggunakan rotary vacuum evaporator dengan suhu 60°C sampai pelarut etanol 
70% menguap dan ditunggu hingga menghasilkan ekstrak daun teh hijau 
berbentuk seperti pasta sebanyak 45 g sehingga didapatkan hasil rendemen 
sebesar 45%, adapun rumus serta cara perhitungan ekstrak dapat dilihat pada 
(Lampiran 4). Hasil dari ekstrak kemudian disimpan dalam lemari pendingin 






dapatkan dilakukan uji fitokimia untuk mengetahui kandungan bahan aktif yang 
terdapat didalam daun teh hijau (Lampiran 5). 
e.  Pembuatan Media  
-  Media PSA (Pseudomonas Selective Agar) untuk Agar Miring  
Penelitian ini menggunakan bakteri P. fluorescens, sehingga media yang 
digunakan untuk peremajaan bakteri yaitu PSA (Pseudomonas Selective Agar), 
Karena media PSA merupakan media yang selektif sehingga sesuai untuk 
pertumbuhan bakteri P. fluorescens. Adapun proses pembuatan agar miring 
adalah sebagai berikut:  
1) Ditimbang media PSA sebanyak 0,48 gram.  
2) Media PSA dilarutkan ke dalam erlenmeyer yang berisi aquades sebanyak 
10 ml.  
3) PSA diaduk dengan menggunakan spatula hingga benar – benar larut 
secara homogen.  
4) Setelah larut sempurna, erlenmeyer ditutup dengan menggunakan kapas 
sampai rapat, lalu ditutup lagi dengan almunium foil.  
5) Media yang sudah di tutup kapas dan almunium foil kemudian di hot plate  
6) Media yang sudah di hot plate kemudian disterilisasi dengan menggunakan 
autoklaf dengan suhu 121oC dan tekanan 1 atm selama 15 menit.  
7) Media ditunggu hingga hangat kemudian dituang ke dalam tabung reaksi 
dalam kondisi steril.  
8) Media yang sudah dituang dimiringkan 30o ditunggu hingga mengeras dan 
kemudian dilakukan strike secara zig zag dalam keadaan steril.  
- Media TSB (Tryptic Soy Broth) untuk Kultur Bakteri  
Media TSB merupakan media yang digunakan untuk kultur bakteri. 






1) Media TSB (Tryptic Soy Broth) dihitung sebanyak 0,3 gram dengan 
menggunakan timbangan digital kemudian dimasukan kedalam 
erlenmeyer.  
2) Media dilarutkan dengan akuades 10 ml lalu dihomegenkan.  
3) Media yang sudah homegen ditutup kapas dan ditutup dengan alumunium 
foil.  
4) Media disterilisasi di autoklaf pada suhu 121oC selama 15 menit dengan 
tekanan 1 atm.  
-  Media TSB (Tryptic Soy Broth) untuk uji MIC  
Media TSB (Tryptic Soy Broth) digunakan sebagai media untuk uji MIC 
(Minimum Inhibitoring Concentration). Adapun prosedur dalam pembuatan media 
TSB (Tryptic Soy Broth) untuk uji MIC adalah sebagai berikut:  
1) Media TSB (Tryptic Soy Broth) ditimbang sebanyak 2,4 gram 
menggunakan timbangan digital kemudian dilarutkan dengan 80 ml 
akuades di dalam Erlenmeyer kemudian dihomogenkan.  
2) Media di dalam Erlenmeyer dituang kedalam 8 tabung reaksi masing-
masing sebanyak 10 ml. kemudian tabung ditutup dengan kapas dan 
alumunium foil.  
3) Media disterilisasi dengan autoclave dengan suhu 121°C selama 15 menit.  
-  MHA (Mueller Hinton Agar) untuk Uji Cakram  
Media MHA (Mueller Hinton Agar) digunakan sebagai media untuk uji 
cakram. Adapun prosedur pembuatan media MHA adalah sebagai berikut: 
1) Ditimbang media MHA sebanyak 3,8 gram.  
2) MHA dilarutkan ke dalam erlenmeyer yang berisi akuades sebanyak 100 
ml.  
3) MHA diaduk dengan menggunakan spatula hingga benar – benar larut 






4) Setelah larut sempurna, erlenmeyer ditutup dengan menggunakan kapas 
sampai rapat, lalu ditutup lagi dengan almunium foil. 
5) Media yang sudah terhomogen di hot plate sampai mendidih.  
6) Media yang sudah tertutup kemudian disterilisasi dengan menggunakan 
autoklaf dengan suhu 121oC dan tekanan 1 atm selama 15 menit.  
7) Media ditunggu hingga hangat kemudian dituang ke dalam 4 cawan petri.  
f.  Peremajaan Bakteri Pseudomonas fluorescens 
Penelitian ini menggunakan bakteri P. fluorescens yang didapat dari isolat 
murni yang berasal dari Laboratorium Mikrobiologi BPPAP Jepara. Isolat murni 
dilakukan peremajaan untuk menginokulasi kembali bakteri. Peremajaan bakteri 
dilakukan dalam keadaan steril, dengan menginokulasi kembali isolat bakteri 
Pseudomonas fluorescens menggunakan jarum ose yang telah dipanaskan diatas 
bunsen dan digores pada media agar miring secara zig-zag dalam kondisi yang 
steril kemudian diinkubasi pada suhu 32oC selama 24 jam.  
g. Kultur Bakteri  
Prosedur dalam kultur bakteri yaitu biakan bakteri yang sudah diremajakan 
pada media agar miring diambil dengan menggunakan jarum ose sebanyak 1 
gores dalam keadaan steril. Kemudian ose yang berisi bakteri dicelupkan pada 
media yang sudah di persiapkan. Media disimpan pada inkubator dengan suhu 
32oC selama 24 jam. Berdasarkan pernyataan dari Utami, et al. (2015), proses 
kultur bakteri dilakukan dengan cara mengambil satu koloni bakteri murni 
menggunakan jarum ose kemudian dikultur pada media TSA dan diinkubasi ke 
dalam inkubator selama 24 jam. Kemudian dilanjutkan dengan kegiatan 
pemanenan bakteri dan pengukuran bakteri.  
h.  Pembuatan Dosis Ekstrak Daun Teh (C. sinensis)  
Serbuk daun teh yang sudah diblender kemudian ditimbang dan 






kemudian serbuk daun teh dilarutkan menggunakan etanol 70% sebanyak 3500ml 
larutan yang sudah terhomogenkan ditutup menggunakan plastik warp dan 
ditunggu selama 24jam sampai terbentuk lapisan. Setelah 24jam larutan disaring 
untuk memisahkan anatara lapisan bening dengan endapan. Hasil lapisan bening 
disimpan didalam botol untuk dilakukan penguapan dengan suhu 60oC selama 90 
menit untuk memisahkan larutan etanol 70% pada larutan daun teh dan 
mendapatkan hasil esktrak kasar. Ekstrak yang didapatkan kemudian dilakukan uji 
fitokimia untuk mengetahui kandungan bahan bahan aktif yang terkandung 
didalam daun teh hijau.  
Ekstrak kasar daun teh hijau dalam bentuk 1000mg pasta diencerkan 
dengan pelarut DMSO 10% dan akuades. Adapun pembuatan dosis ekstrak kasar 
adalah menentukan dosis yang diinginkan dalam satuan ppm atau mg/L. Satuan 
ppm adalah mg ekstrak disbanding liter DMSO 10%, satuan liter dikonversikan 
menjadi mililiter. Dosis ekstrak tertingggi sebanyak 10 ml sebagai stok. 
Selanjutnya dosis yang lebih dibuat dengan cara pengenceran ekstrak. Ekstrak 
disimpan pada lemari pendingin. Hasil serta perhitungan dapat dilihat pada 




V1 = Volume larutan stok (ml)  
N1 = Konsentrasi larutan stok (ppm)  
V2 = Volume larutan yang diinginkan (ml)  
N2 = Konsentrasi larutam yang diinginkan (ppm)  
3.5.2  Pelaksanaan Penelitian  
a. Uji MIC (Minimum Inhibition Concentration) 
Uji MIC (Minimum Inhibitting Concentration) dilakukan dengan 
menambahkan berbagai dosis ekstrak daun teh hijau yang telah dilarutkan 
menggunakan akuades dan DMSO 10% yang bertujuan untuk mengetahui dosis 







perlakuan saat melakukan uji cakram dalam menghambat bakteri P.fluorescens. 
Uji MIC dilakukan dengan menggunakan dengan metode pengenceran bertingkat 
menggunakan tabung yang telah berisi TSB (Tryptic Soy Broth) steril sebanyak 8 
ml. Tabung reaksi diberi bakteri yang telah dikultur sebanyak masing – masing 1 
ml. Kemudian diberi ekstrak daun teh hijau pada 7 tabung reaksi dengan dosis 
yang berbeda. Uji MIC menggunakan pengenceran bertingkat diantaranya 0,01 
ppm, 0,1 ppm, 1 ppm, 10 ppm, 100 ppm, dan 1.000 ppm. Dua tabung reaksi 
dijadikan kontrol positif dan negatif. Kontrol positif diberi antibiotik tetracycline 30 
ppm dan kontrol negatif tanpa ekstrak daun teh. Selanjutnya tabung reaksi 
diinkubasi pada suhu 32oC selama 24 jam. Setelah diinkubasi dilakukan 
pengukuran absorbansi menggunakan spektrofotometer dengan panjang 
gelombang 635 nm. Hasil yang didapat dari uji MIC dengan pengenceran 
1000ppm (0,124), 100ppm (0,169), 10ppm (0,301), 1ppm (0,598), 0,1ppm (0,633), 
0,01ppm (0,784), kontrol positif (0,192), dan kontrol negatif (0,791). Nilai 
absorbansi antar perlakuan dicocokkan dengan nilai absorbansi kontrol positif. 
Nilai absorbansi yang mendekati kontrol positif dapat digunakan untuk penentuan 
dosis uji cakram karena artinya perlakuan tersebut berpengaruh. 
b.  Uji Cakram  
Uji Cakram dilakukan untuk mengukur daya hambat ekstrak terhadap 
pertumbuhan bakteri P. fluorescens. Uji cakram dilakukan didalam wadah cawan 
petri yang berisikan media, bakteri, dan ekstrak yang akan diujikan dengan dosis 
yang berbeda-beda, dosis awal diperoleh dari hasil uji MIC. Uji cakram dilakukan 
dengan menyiapkan cawan petri yang sudah diisi media MHA (Mueller Hinton 
Agar) sebanyak 25 ml. membuat konsentrasi ekstrak kasar daun teh yang 
berbeda-berda dosis dan bakteri yang telah diinokulasi pada media TSB. 
Penanaman bakteri pada media MHA dilakukan dengan cara metode tebar Bakteri 






di Laminary Air Flow agar tidak terkontaminasi. Kertas cakram direndam pada 
masing - masing konsentrasi yang ditentukan selama 30 menit. Setelah 30 menit 
kertas cakram dianginkan dan diletakkan pada lempeng agar yang sebelumnya 
sudah ditanami bakteri. Setelah itu, cawan yang sudah berisi ekstrak dan bakteri 
diinkubasi selama 24 jam dengan suhu ruang yaitu 30oC. Setelah diinkubasi 
selama 24 jam dapat terlihat zona bening yang terbentuk di sekitar kertas cakram 
dan zona bening dapat dihitung menggunakan jangka sorong untuk mengetahui 
hasil zona bening yang dihasilkan dari dosis maksimal ekstrak daun teh yang 
digunakan.  
3.6  Parameter Uji Penelitian  
Pelaksanaan penelitian pengaruh pemberian ekstrak kasar daun teh hijau 
terhadap daya hambat bakteri P. fluorescens secara in vitro memiliki parameter uji 
yang terdiri dari parameter utama dan parameter penunjang. Parameter utama 
dalam penelitian pengaruh pemberian ekstrak kasar daun teh hijau terhadap daya 
hambat bakteri P.fluorescens secara in vitro, yaitu besar diameter zona hambat 
pada kertas cakram yang diukur menggunakan jangka sorong dan dinyatakan 
dalam mm (milimeter). Parameter penunjang seperti suhu inkubasi.  
3.7  Analisis Data  
Analisa data secara statistik dengan menggunakan analisis keragaman 
(ANOVA) sesuai dengan rancangan yang digunakan, yaitu Rancangan Acak 
Lengkap (RAL). Uji ini dilakukan untuk mengetahui pengaruh perlakuan (variabel 
bebas) terhadap respon zona hambat (zona bening) yang diukur. Penelitian ini 
menggunakan selang kepercayaan 95%. Apabila nilai uji F berbeda nyata maka 
dilanjutkan dengan uji BNT (Beda Nyata Terkecil), yaitu untuk mengetahui 






perlakuan dengan diameter zona hambat (zona bening) digunakan uji Polynomial 







4. HASIL DAN PEMBAHASAN 
4.1  Uji MIC (Minimum Inhibitting Concentration)  
Hasil yang diperoleh pada uji MIC yaitu 100ppm nilai yang mendekati 
kontrol positif dengan nilai absorbansi dan warna, adapun alat yang digunakan 
untuk uji MIC yaitu spektrofotometer. Hal ini diperkuat oleh pernyataan Andayani 
et al. (2021), hasil uji MIC dapat dilihat berdasarkan warna dengan memperhatikan 
tingkat kekeruhan (Gambar 4). Warna setiap tabung dibandingkan dengan kontrol 
positif. Warna tabung yang mendekati kontrol positif merupakan perlakuan yang 
dapat menghambat pertumbuhan bakteri, nilai yang diperoleh dari uji MIC dapat 
dilihat pada Tabel 4.  
 
Gambar 4.  Hasil Uji MIC (Minimum Inhibiting Concentration) 
Keterangan: Tabung 1: 1000ppm, Tabung 2: 100 ppm, Tabung 3: 10 ppm, 
Tabung 4: 1ppm, Tabung 5: 0.1ppm, Tabung 6: 0.01ppm, 
Tabung 7: Kontrol (+) dan Tabung 8: Kontrol (-).  
 
 






Tabel 4. Hasil Uji MIC Menggunakan Spektrofotometer 
No. Konsentrasi (ppm) Absorbansi Warna 
1 1000 0,124 Bening 
2 100 0,169 Bening  
3 10 0,3 Bening 
4 1 0,598 Keruh 
5 0,1 0,633 Keruh 
6 0,01 0,784 Keruh 
7 K(+) 0,192 Bening 
8 K(-) 0,791 Keruh 
 
Keterangan: 
Tabung 2 : Konsentrasi 100 ppm yang dapat menghambat bakteri 
Pseudomonas fluorescens 
Kontrol (+) : Perlakuan dengan antibiotik Tetracycline 30 ppm. 
Kontrol (-) : Perlakuan tanpa pemberian ekstrak. 
 
Berdasarkan tabel diatas menunjukkan bahwa dosis 100 ppm dapat 
menghambat pertumbuhan bakteri Pseudomonas fluorescens. Hal ini dikarenakan 
nilai absorbansi dengan spektrofotometer menghasilkan nilai absorbansi dengan 
warna kekeruhan mendekati kontrol positif. Hal tersebut dikarenakan dalam 
ekstrak daun teh (C. sinensis) terdapat senyawa yang dapat menghambat 
pertumbuhan bakteri. Berdasarkan hasil uji fitokimia pada Lampiran 4 ekstrak daun 
teh (C. sinensis) mengandung terdapat saponin, flavonoid, tanin, dan alkaloid, 
yang dapat memecah membran dari bakteri. Sari et al. (2020) menyatakan bahwa 
daun the hijau (C. sinensis) memiliki kandungan polifenol yang tinggi. Kandungan 
kimia yang bersifat antibakteri yaitu alkaloid, saponin, tannin, dan fenol.  
4.2  Uji Cakram  
 Uji Cakram dilakukan untuk mengukur daya hambat ekstrak terhadap 
pertumbuhan bakteri P. fluorescens. Uji cakram dilakukan didalam wadah cawan 
petri yang berisikan media, bakteri, dan ekstrak yang akan diujikan dengan dosis 
yang berbeda-beda. Putra (2015), metode difusi cakram adalah cara untuk 






cakram. Kertas cakram direndam menggunakan ekstrak dengan dosis tertentu dan 
diletakkan di permukaan media. Cawan petri yang telah berisikan media, bakteri, 
ekstrak, dan kertas cakram diinkubasi selama 24 jam. Setelah diinkubasi dilakukan 
pengamatan zona hambat di sekitar kertas cakram dan diukur menggunakan 
jangka sorong. Dosis yang di gunakan untuk uji cakram yaitu 100 ppm, 105 ppm, 
110 ppm, 115 ppm, dan 120 ppm, serta kontrol positif menggunakan Tetracycline 
30ppm dan kontrol negatif tanpa perlakuan untuk megetahui hasil zona bening 
dapat dilihat pada Gambar 5 dan Lampiran 6. 
 
Gambar 5. Hasil Uji Cakram  
Keterangan:  
A : Dosis ekstrak daun teh hijau 100ppm , B : Dosis ekstrak daun teh hijau 105ppm, 
C : Dosis ekstrak daun the hijau 110ppm, D : Dosis ekstrak daun teh hijau 115ppm, 
E : Dosis ekstrak daun teh hijau 120ppm  
Zona bening yang terbentuk pada uji cakram dengan cawan petri yang 
sudah berisikan media, bakteri dan ekstrak dengan dosis yang berbeda-beda akan 
diamati selama 24 jam, disimpan pada inkubator untuk menghindari terjadinya 
kontaminasi dari organisme lain, untuk melihat luasan zona bening yang terbentuk 











Tabel 5. Hasil Rerata Zona Bening Bakteri P. fluorescens 
Perlakuan 
Ulangan 
Jumlah Rerata + SD 
1 2 3 4 
A (100 ppm) 8.025 8.03 8.04 8.5 32.60 8.15 + 0.27 
B (105 ppm) 8.7 8.89 8.9 8.98 35.47 8.87 + 0.05 
C (110 ppm) 9.25 9.55 9.37 9.75 37.92 9.48 + 0.19 
D (115 ppm) 9.01 9.05 9.65 9.85 37.56 9.39 + 0.42 
E (120 ppm) 10.45 10.74 10.78 10.99 42.96 10.74 + 0.13 
Total 186.505     
Zona bening yang dihasilkan akan dipengaruhi oleh besarnya dosis yang 
diberikan dan daya serap kertas cakram pada saat proses perendaman, luas zona 
bening berbanding lurus dengan dosis yang digunakan pada saat uji cakram 
karena semakin tinggi konsentrasi dosis ekstrak yang diberikan maka semakin 
banyak kandungan antimikroba sehingga zona bening yang terbentuk akan 
semakin besar, hal tersebut didukung oleh Sulastriana et al. (2014), semakin besar 
konsentrasi ekstrak maka respon hambatan juga semakin kuat. Hal ini 
dikarenakan senyawa bahan aktif yang ada pada ekstrak semakin besar sehingga 
dapat menghambat pertumbuhan bakteri semakin baik. Berdasarkan hasil uji 
cakram ekstrak daun teh hijau terhadap P. fluorescens selanjutnya dilakukan 
analisis sumber ragam untuk mengetahui pengaruh perlakuan ekstrak daun teh 
hijau terhadap daya hambat bakteri P. fluorescens. Data analisis sumber ragam 
dapat dilihat pada Tabel 7. 
Adapun kategori untuk mengetahui besaran daya hambat yang dihasilkan 
disajikan pada Tabel 6 (Anita et al., 2014) 
Tabel 6. Kategori Respon Daya Hambat Bakteri P. fluorescens 
Diameter zona hambat  Respon hambatan pertumbuhan 




   
Berdasarkan hasil yang didapat dari uji cakram menggunakan ekstrak daun 






menghasilkan zona bening yang berbeda pula, pada perlakuan A diperoleh hasil                 
rerata 8,15, perlakuan B 8,87, perlakuan C 9,48, dan perlakuan D 9,39 tergolong 
sedang karena diameter zona hambat berkisar 5-10mm sedangkan perlakuan E 
10,74 tergolong kategori kuat karena diameter zona hambat berkisar 10-20mm. 
Adapun faktor yang dapat mempengaruhi luasan daya hambat yaitu dari 
lamanya waktu penyimpanan atau inkubasi, media yang digunakan, bakteri 
(organisme yang digunakan) selain itu ada pula lamanya media untuk memadat 
dapat dipengaruhi oleh jumlah media yang digunakan dan suhu penyimpanan, 
untuk mengetahui pengaruh pemberian ekstrak terhadap bakteri dengan 
mengukur zona hambat selama penelitian.  
Tabel 7. Analisa Sidik Ragam Zona Hambat Bakteri P. fluorescens 
Sumber Keragaman  db Jk Kt Fhitung F5% 
 Perlakuan  4 14.49 3.62 52.41* 3.06 
Acak 15 1.04 0.07   
Total 19 15.53       
 Keterangan: (*) = berbeda nyata  
 Hasil yang diperoleh dari sidik ragam pada tabel 7. Dapat dilihat nilai F 
hitung lebih besar dari F5% yaitu 52.41. Dapat disimpulkan dari data diatas 
bahwasannya pemberian ekstrak daun teh hijau berpengaruh nyata terhadap 
bakteri P. fluorescens, untuk mengetahui pengaruh antar perlakuan dengan dosis 
yang berbeda, melakukan uji BNT (Beda Nyata Terkecil) yang disajikan pada 
Tabel 8.  
Tabel 8. Uji BNT Zona Hambat Bakteri P. fluorescens 
Perlakuan  
A B C D E 
Notasi   
8.15 8.87 9.48 9.39 10.74 
A (8.15) - - - - - a 
B (8.87) 0.72* - - - - b 
C (9.48) 1.33* 0.61* - - - c 
D (9.39) 1.24* 0.52* 0.09* - - d 
E (10.74) 2.59* 1.87* 1.26* 1.35* - e 






 Perlakuan yang dilakukan dalam penelitian ini menunjukkan bahwa 
perlakuan A tidak memiliki pengaruh signifikan terhadap semua perlakuan 
sehingga diberikan notasi a. Perlakuan B memberikan pengaruh namun tidak 
berpengaruh signifikan terhadap perlakuan A sehingga diberikan notasi b. 
Perlukuan C memberikan pengaruh signifikan namun tidak berpengaruh signifikan 
terhadap perlakuan A dan perlakuan B sehingga diberikan notasi c. Perlakuan D 
memberikan pengaruh signifikan namun tidak berpengaruh signifikan terhadap 
perlakuan A, perlakuan B, dan perlakuan C sehingga diberikan notasi d. Perlakuan 
E memiliki pengaruh signifikan namun tidak berpengaruh signifikan terhadap 
perlakuan A, perlakuan B, perlakuan C, dan perlakuan D. 
 Berdasarkan hasil yang diperoleh dari data diatas bahwasannya nilai uji 
BNT berpengaruh atau berbeda nyata terhadap pertumbuhan bakteri P. 
fluorescens. Data diatas menunjukkan pada perlakuan E dengan dosis 120 ppm 
merupakan dosis yang terbaik untuk menghambat pertumbuhan bakteri 
P.fluorescens, hal tersebut dikarenakan bahan aktif yang terkandung didalam 
ekstrak daun teh hijau, oleh karena itu untuk mengetahui hubungan dari besaran 
zona hambat dengan perlakuan yang digunakan, adapun hasil yang didapatkan 
dari grafik regresi yang diperoleh disajikan pada Gambar 6.  
Gambar 6. Hubungan Antara Dosis dengan Diameter Zona Bening 





























 Hasil yang diperoleh dari Gambar 6, sudah menjelaskan keterkaitan 
hubungan antara ekstrak daun teh hijau dengan zona hambat bakteri 
menunjukkan pola linier dengan persamaan y= 0,11x - 3,22 dan koefisien R2= 
0,8383 (hasil perhitungan uji statistik disajikan pada Lampiran 7). Nilai R2 = 0,8383 
merupakan nilai koefisien determinasi yang menunjukkan bahwa pengaruh 
perlakuan terhadap respon sebesar 83,83%. Hubungan antara pemberian ekstrak 
daun teh hijau dalam menghambat pertumbuhan bakteri P. fluorescens 
menunjukkan bahwa respon meningkat seiring dengan penambahan dosis ekstrak 
dari 100 ppm dengan hasil daya hambat 7,78 mm, 105 ppm dengan hasil daya 
hambat 8,33 mm, 110 ppm dengan hasil daya hambat 8,78 mm, 110 ppm dengan 
hasil daya hambat 9,43 mm, dan 120 ppm dengan hasil daya hambat 9,98 mm. 
Hasil tersebut menunjukkan setiap kenaikan dosis sebanyak 5 ppm akan 
menghasilkan besar daya hambat 0,55 mm. Semakin tinggi dosis yang diberikan 
jumlah luasan dari zona bening pun semakin besar hal ini dikarenakan kandungan 
antimikroba semakin besar sehingga zona bening yang dihasilkan semakin besar  
hal tersebut sesuai dengan Rahmawati, et al. (2014) semakin tinggi konsentrasi 
suatu konsentrasi antibakteri yang diberikan maka akan semakin besar daya 
antibakteri yang dihasilkan. Lamanya waktu bakteri terbunuh dipengaruhi oleh 
tingginya konsentrasi zat antibakteri yang digunakan, hal ini diperkuat oleh 
pernyataan Karim, et al. (2018) semakin banyak konsentrasi ekstrak yang 
mengandung flavonoid maka semakin banyak bakteri yang akan dihambat 
pertumbuhannya, hal ini dikarenakan banyak bakteri yang akan terhambat 
pertumbuhan nya apabila konsentrasi ekstrak yang bersifat antibakteri yang 
diberikan tinggi. Adapun hasil perhitungan data hasil penelitian dapat dilihat pada 
(Lampiran 8).  
 Waktu pengamatan yang dilakukan yaitu 2x24 jam untuk mengetahui sifat 






akan terbentuk zona bening di sekitar kertas cakram. Setelah 2x24 jam akan 
terlihat apakah diameter zona bening yang dihasilkan akan mengecil atau 
sebaliknya, diameter zona bening setelah 2x24 mengecil maka bakteri bersifat 
bakteriostatik. Hasil penelitian di perkuat oleh pernyataan Sine and Fallo (2016), 
bahwasannya bakteri yang tidak tumbuh disekitar kertas cakram karena kertas 
cakram mengandung antimikroba yang berfungsi sebagai antibiotik dimana bakteri 
pertumbuhan nya terhambat oleh kertas cakram yang mengandung antimikroba.  
 Suhu inkubasi merupakan salah satu dari parameter penunjang untuk 
menentukan keberhasilan pada penelitian ini, ketika proses inkubasi bakteri akan 
tumbuh sesuai dengan jenis dari bakteri tersebut. Adapun suhu untuk bakteri dapat 
tumbuh pada penelitian ini yaitu 32oC, ketika bakteri tumbuh akan ditandai dengan 
munculnya perbedaan warna pada permukaan media agar, hal ini didukung oleh 
pernyataan Suryono dan Salahudin (2011), bahwasannya bakteri P. fluorescens 
merupakan bakteri gram negatif dan berbentuk batang, pertumbuhan dari bakteri 







5. KESIMPULAN DAN SARAN  
 5.1  Kesimpulan  
 Berdasarkan dari penelitian Pengaruh Ekstrak Daun Teh Hijau (C.sinensis) 
terhadap Daya Hambat Bakteri P. fluorescens secara In Vitro dapat disimpulkan 
bahwa ekstrak daun teh hijau berpengaruh terhadap daya hambat bakteri 
P.fluorescens, dimana semakin tinggi konsentrasi yang diberikan maka semakin 
besar pula zona hambat yang terbentuk.  
5.2 Saran 
Berdasarkan hasil penelitian Pengaruh Ekstrak Daun Teh Hijau 
(C.sinensis) terhadap Daya Hambat Bakteri P. fluorescens secara In Vitro, 
disarakan menggunakan ekstrak daun teh hijau sebagai alternatif sebagai 
pengobatan, sebaiknya dapat dilakukan penelitian lanjutan dengan metode In Vivo 
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Lampiran 2. Bahan Penelitian 
 





























































Lampiran 5. Perhitungan Ekstrak Daun Teh Hijau (C. sinensis) 
• Perhitungan Presentase Berat Kering  
Presentase Berat Kering = 
Berat Kering Daun
Berat Basah Daun
 × 100% 




         = 50% 
• Perhitungan Presentase Rendemen  
















Lampiran 6. Pembuatan Larutan Ekstrak Daun Teh Hijau (C. sinensis) 
• Perhitungan Stok Larutan Ekstrak 
 
Ekstrak Larutan 1000 ppm = 1000mg/L 




        = 
0,1 (𝐸𝑘𝑠𝑡𝑟𝑎𝑘)
100 𝑚𝑙 ( 𝐿𝑎𝑟𝑢𝑡𝑎𝑛 𝑃𝑒𝑛𝑔𝑒𝑛𝑐𝑒𝑟)
 
• Pengenceran Larutan 
Pengenceran Larutan dengan dosis 1000 ppm ke larutan 100 ppm, 105 
ppm, 110 ppm, 115 ppm, 120 ppm. 
a) 100 ppm 
V1 . N1 =  V2 . N2 
V1 . 1000 = 2 . 100 
V1  = 0,2 ml  
0,2 ml larutan stok 1000 ppm + 1,8 ml larutan pengencer 
 
b) 105 ppm 
V1 . N1 =  V2 . N2 
V1 . 1000 = 2 . 105 
V1  = 0,21 ml  
0,21 ml larutan stok 1000 ppm + 1,79 ml larutan pengencer 
 
c) 110 ppm 
V1 . N1 =  V2 . N2 
V1 . 1000 = 2 . 110 
V1  = 0,22 ml  
0,22 ml larutan stok 1000 ppm + 1,78 ml larutan pengencer 
 
d) 115 ppm 
V1 . N1 =  V2 . N2 
V1 . 1000 = 2 . 115 
V1  = 0,23 ml  
0,23 ml larutan stok 1000 ppm + 1,77 ml larutan pengencer 
 
e) 120 ppm 
V1 . N1 =  V2 . N2 
V1 . 1000 = 2 . 120 
V1  = 0,24 ml  







Lampiran 7. Hasil Uji Cakram  
 
 


















Lampiran 8. Perhitungan Data Hasil Penelitian  
Perlakuan  
Ulangan 
Jumlah Rerata stdv 
1 2 3 4 
A 8.025 8.03 8.04 8.5 32.60 8.15 0.27 
B 8.7 8.89 8.9 8.98 35.47 8.87 0.05 
C 9.25 9.55 9.37 9.75 37.92 9.48 0.19 
D 9.01 9.05 9.65 9.85 37.56 9.39 0.42 
E 10.45 10.74 10.78 10.99 42.96 10.74 0.13 
        Total 186.505     
 
• Perhitungan Sidik Ragam 




        = 186,5052/20 
                  = 1739,205751 
✓ JK Total = (A12+A22+….+E42) – FK 
  = (8,0252+8,352+ …+10,992) – 1733,168 
       = 15.5304737 













✓ JK Acak = JK Total – JK Perlakuan 
   = 15.5304737 - 14.49338 
       = 1.03709375 
✓ Derajat Bebas (db) Total = (n x r ) – 1 
      = (5 x 4) – 1 
      = 19 
✓ Derajat Bebas (db) Perlakuan = n – 1 
  = 5-1  
  =   4 
✓ Derajat Bebas (db) Acak = 5 x (r – 1) 
     = 5 X (4-1) 







Lampiran 8 (Lanjutan) 








      = 3.62 








         = 0,07       







• Analisa Sidik Ragam  
• Perhitungan Uji BNT 
SED = √





 = 0,025 
BNT 5% = T table 5% (db acak) x SED 
        = 2,131 𝑋 0,15 
    = 0,05 




A B C D E Notasi  
8,15 8,87 9,48 9,39 10,74   
A 8,15 - - - - - a 
B 8,87 0,72* - - - - b 
C 9,48 1,33* 0,61* - - - c 
D 9,39 1,24* 0,52* 0,09* - - d 
E 10,74 2,59* 1,87* 1,26* 1,35* - e 
 Keterangan:  ns = tidak berbeda nyata 
            (*) = berbeda nyata 
  Berdasarkan hasil data diatas perhitungan Uji Berbeda Nyata (BNT) 
diketahui yang mana hasil terbaik diperoleh pada perlakuan E yang kemudian 






Lampiran 8 (Lanjutan) 
• Tabel Polynomial Orthogonal 
Perlakuan Total 
Perbandingan (Ci) 
linier kuadratik kubik kuartik 
A 32,595 -2 2 -1 1 
B 35,47 -1 -1 2 -4 
C 37,92 0 -2 0 6 
D 37,56 1 -1 -2 -4 
E 42,96 2 2 1 1 
Q=∑Ci*Ti  22,82 2,24 6,19 10,96 
kr=(∑Ci^2)*r  40 56 40 280 
JK=Q^2/Kr   13,02 0,09 0,96 0,43 
 
o JK Regresi Total = JK Linier + JK Kuadratik + JK Kubik 
   = 13,02+0,09+0,96= 14,06 
• Analisis Sidik Ragam Regresi  
sumber 
keragaman  
Db jk kt f.hitung f5% 
perlakuan 4 14,49     3,06 
linier 1 13,02 13,02 144,7 * 
kuadratik 1 0,09 0,09 1,00 ns 
kubik 1 0,96 0,96 10,63 * 
kuartik 1 0,43 0,43 4,76 * 
acak 15 1,04 0,09     
total 19 15,53       
Keterangan: ns = tidak berbeda nyata 
          (*) = berbeda nyata  
 Berdasarkan hasil data sidikragam regresi diatas diperoleh nilai 
F5% dari regresi linear dan kuadratik yaitu berbeda nyata maka dapat 
menghitung R2 dari setiap regresi sperti dibawah ini. 











Lampiran 8 (Lanjutan) 




     = 0,09/13,02+1,04=0,08 




  = 0,96/13,02+1,04=0,48 




  = 0,43/0,43+1,04= 0,29 
 Berdasarkan Hasil Perhitungan R2 diatas menunjukkan bahwa nilai dar R2 
linier lebih besar daripada nilai R2 kuadratik, kubik serta kuartik. Hasil tersebut 
menunjukkan bahwa kurva yang digunakan yaitu kurva linier yang kemudian 
dicari persaan regresi linier. Dosis yang digunakan yaitu sebagai sumbu X dan 
nilai rerata skoring sebagai sumbu y sehingga diperoleh garis linier sebagai 
berikut.  
• Tabel Sumbu X dan Y  
Perlakuan Dosis yang diberikan (X) Daya Hambat (Y) XY X2 
A1 100 8,025 802,5 10000 
A2 100 8,03 803 10000 
A3 100 8,04 804 10000 
A4 100 8,5 850 10000 
B1 105 8,7 913,5 11025 
B2 105 8,89 933,45 11025 
B3 105 8,9 934,5 11025 
B4 105 8,98 942,9 11025 
C1 110 9,25 1017,5 12100 
C2 110 9,55 1050,5 12100 
C3 110 9,37 1030,7 12100 
C4 110 9,75 1072,5 12100 
D1 115 9,01 1036,15 13225 
D2 115 9,05 1040,75 13225 
D3 115 9,65 1109,75 13225 
D4 115 9,85 1132,75 13225 







Lampiran 8 (Lanjutan) 
Perlakuan Dosis yang diberikan (X) Daya Hambat (Y) XY X2 
E2 120 10,74 1288,8 14400 
E3 120 10,78 1293,6 14400 
E4 120 10,99 1318,8 14400 
Jumlah 2200 186,505 20629,65 243000 
 
B1 = 
n(∑ xy)−(∑ x)(∑ y)
n ∑ 2x −(∑ x)
2  
= 0,11 
B0  = 
(∑ 𝑦) (∑ 𝑥2)−(∑ 𝑥)(∑ 𝑥𝑦)
𝑛 ∑ 𝑥2 –(∑ 𝑥)2
 
 = -3.22 
Berdasarkan data diatas diperoleh persamaan linier dari B0 dan B1 yaitu 
y= -3,22 + 0,11x. 
 
